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Abstract of EP1 184040 

A matrix for covering and regenerating damaged skin comprises network of autologous or allogenous 
human skin or artificial skin which contains in the interstices of the network a fibrin layer with keratinocyte 
cells on its upper side and fibroblasts, endothelial cells, melanocyte cells and/or growth stimulants in its 
mass. The human skin is either meshed or processed and expanded by the MEEK technique and is in 
native, avitalised, de-celled or otherwise processed form. The artificial skin is processed and expanded by 
the MEEK technique. An Independent claim is also included for the preparation of the matrix. 
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(54) Hautmatrix zur Abdeckung und Regenerierung verletzter Hautpartien sowie Verfahren zu 
Hirer Herstellung 



(57) Die voriiegende Erfindung betrifft eine Hautma- 
trix zur Abdeckung und Regenerierung verletzter Haut- 
partien, enthaltend ein Netz aus gemeshter Oder nach 
der MEEK-Technik aufgearbeiteter und wertlumig ex- 
pandierter autologer oder allogener humaner Haut, in 
nativer, avitaiisierter, dezellulierteroderanderweitig be- 
arbeiteter Form, oder nach der MEEK-Technik aufgear- 
beiteter und weitlumig expandierter artifizieller Hauter- 



satzmaterialien, wobei In den Zwlschenraumen des 
Netzes erne Fibrinschicht angeordnet ist, die auf ihrer 
Oberseite Keratinozytenzellen und/oder in ihrer Masse 
Fibroblasten und/oder Endothelzellen und/oder Mela- 
noyztenzellen und/oder Wachstumsstimulantien ent- 
halt, sowie ein Verfahren zur Herstellung solcher Haut- 
matrizes. 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand dervorliegenden Erfindung ist ei- 
ne neue Hautmatrix zur Abdeckung und Regenerierung 
verletzterHautpartlen sowle Verfahren zu ihrer Herstel- 
lung. 

[0002] DergroBflachige Ersatz von Oberhaut (Epider- 
mis) und der darunterliegenden Lederhaut (Dermis) ist 
auDer bei seltenen Abschurfungen oder chirurgischen 
Eingriffen Gberwiegend bei solchen Verbrennungen, 
Veratzungen und chronischen Wunden notwendig, die 
die Haut in ihrer gesamten Dicke beschadigen. 

Stand der klinischen Behandlung von Verbren- 
nungswunden 

[0003] Derfruhe und permanente Verschlu3 von Ver- 
brennungswunden stellt nach wie vor ein zentrales Pro- 
blem bei Patienten mit ausgedehnten Verbrennungen 
dan Mit den Verbesserungen in der intensivmedizini- 
schen Behandlung und bei fruhzeitiger Nekrektomie 
(GERMANN et al M Fremdhauttransplantation bei 
Schwerverbrannten, Chirurg 66 (1995) 260-279) kon- 
nen auch Patienten mit ausgedehnten tiefen Verbren- 
nungswunden uberleben. Der moglichst fruhzeitlge de- 
finitive VerschluB gro3flachiger Wunden vermeidet 
Flusslgkeitsveriuste und Infektionen, die Hauptursa- 
chen fur die ansonsten hohe Mortalitat. Wenn nicht ge- 
nugend korpereigenes Hautmaterial zur Verfugung 
stent, entsteht der Bedarf nach biokompatiblen Haut- 
aqulvalenten zur dauerhaften Deckung der Brandwun- 
den. 

[0004] Die vitale Bedrohung durch die verzogerte 
Wunddeckung nach groBflachigem thermischen Haut- 
verlust fuhrte zur Entwickiung der autologen Keratin o- 
zytentransplantatlon mit konfluenten Keratin ozytens- 
heets (GALLICO et ai.: Permanent coverage of large 
burn wounds with autologous cultured human epitheli- 
um. N Engl J Med 311 (1984) 448-451). Mit dieser me- 
dizinisch anerkannten Method© warden seit 1986 le- 
benserhaltende permanente Wunddeckungen durchge- 
fuhrt (seit 1 990 an ca. 150 schwerverbrannten Patienten 
in Deutschland und an mehr als 2000 Patienten weft- 
weit). Auf nichtinfizierten, gutvaskularisierten Wundbet- 
ten adharieren die Kulturzellen, proliferieren und diffe- 
renzieren innerhalb einer Woche zu einem epidermaJen 
Abschlussgewebe. Langzeitstudien (COMPTON et a!.: 
Skin regenerated from cultured epithelial autografts on 
full-thickness burn wounds from 6 days to 5 years after 
grafting. Lab Invest 60 (1989) 600-612) belegen die 
schnelle physiologische Anbindung der kultivierten Epi- 
dermis an das Wundbett, ihre voile Ausreifung erfordert 
dagegen mehr als ein Jahr. Zur Neubildung des Binde- 
gewebes, einer vaskularisierten Dermis mit retikularen 
Anteilen und elastischen Eigenschaften, benotigt der 
Korper dagegen vier bis funf Jahren umgebaut. Die re- 
generierte Haut bleibt dabei ohne SchweiBdrusen, 
Haarfollikel und Talgdrusen. 



[0005] Die aus Hautbiopsien gezuchteten autologen 
Keratinozyten ermoglichen als physiologischer Hauter- 
satz einen permanenten WundverschluB und das Uber- 
leben von Schwerbrandverietzten konnen jedoch auf- 
5 grund des Fehlens dermaler Komponenten zu einem re- 
duzlerten Gesamt-'Take" furtren. Der erreichte Hautver- 
schluB ist zunachst mechanisch fragil und infektanfSllig 
und kann langfristig granulationsbedingte Narbenbil- 
dungen bzw. Kontrakturneigungen nicht sicher verhin- 

10 dem. (HICKERSON: Technical advances in the utiliza- 
tion of cultured epidermal autografts: Dermal augmen- 
tation for wound bed preparation. American Burn Asso- 
ciation, Twenty-nineth Annual Meeting Postgraduate 
Course; New York City; Proc Amer Burn Assoc. (1997)). 

15 [0006] Die Chirurgie fordert deshalb seit langem die 
Integration dermaler Aquivalente in die Transplantate, 
bzw. die gleichzeitige Applikation dermaler Strukturele- 
mente, um einen fruhzeitig belastbaren, dauerhaften 
Hautersatz zu gewahrleisteh. Seit 1997 werden soge- 
rs nannte Komposit-Transplantate, also Transplantate, die 
im Labor aus der Kombination autologer Epidermiszel- 
len mit allogener Dermis oder artifiziellen Matrizes her- 
gestelit werden, als optimale Moglichkeit fur einen per- 
manenten Hautersatz angesehen. Gefordert werden fur 

25 replantierbare AbschluBgewebe neben anderen Kriteri- 
en wie der Unterstutzung lokaler Abwehrmechanismen 
und Wundheilung verbesserte elastische Eigenschaf- 
ten, ein Wach stums potential moglichst gleich dem der 
patienteneigenen Haut und eine langfristig bessere me- 

30 chanische und asthetische Qualitat. 

[0007] Werden in Zellkultur vermehrte Epidermiszel- 
len auf oder kombiniert mit einer Matrix transplantiert, 
konnen Take'-Raten bis zu 100% erreicht werden 
(COMPTON: Cultured epithelial autografts for bum 

35 wound resurfacing: Review of observations from a 
13-year biopsy study, American Bum Association, 
Twentynineth Annual Meeting Postgraduate Course; 
New York City; Proc Amer Burn Assoc. (1 997)). Auf der 
Grundlage von Versuchen an athymischen Mausen 

40 wurden diverse Kombinationen aus Zellen epidermaler 
(Keratinozyten) und dermaler (Fibroblasten) Herkunft 
mitdezellulierter, avitaler allogener Dermis oderderma- 
len Analoga entwickeft und auch am Menschen ange- 
wendet. 

45 [0008] Ergebnisse mit diesen Transplantaten aus Ke- 
ratinozyten kulturen und humaner azellularer Dermis 
zeigten eine Verbesserung der klinischen Gesamtresul- 
tate (MEDALIE et ah: Differences in dermal analogs in- 
fluence subsequent pigmentation, epidermal differen- 
ce tiation, basement membrane, and rete ridge formation 
of transplanted composite skin grafts, Transplantation 
64(3) (1997) 454-465), selbst auf epifaszialen Wunden 
(BOYCE: Epidermal / dermal co-cultures - current sta- 
tus, American Burn Association,Twenty-nineth Annual 
55 Meeting Postgraduate Course; New York City; Proc 
Amer Bum Assoc. (1997)). Solche Komposittransplan- 
tate gelten also als bedeutender Fortschritt auf dem 
Weg zur Heilung tiefer Verbrennungswunden. 
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[0009] Grundsatzlich sind zwei Ansatze bei der Ver- 
wendung von Komposithaut zu unterscheiden: 

1. ) Zwei-Schritt-Techniken 

[001 0] Hierbei erf olgt nach vollstandiger Wundexzisi- 
on die Applikation eines fur den permanenten Verbleib 
bestimmten dermalen Ersatzes. Dieser wird eingeheilt 
und erst nach seiner Vaskularisierung auf der Wunde 
um eine aus dem Labor stammende permanent verblei- 
bende patienteneigene Neoepidermis komplettiert. Die 
Wunddeckung mit kryokonservierter Haut, gefolgt von 
sekundarer Transplantation mit kuitivierten, autologen 
Keratinozyten nach Rheinwald/ Green, ist hierfur ein 
Beispiel. 

2. ) Ein-Schritt-Techniken 

[0011] Hierbei erfolgt nach Wundexzision die simulta- 
ne Applikation von dermalem und epiderrnalem Ersatz- 
gewebe. Als Beispiele fur dauerhafte Komposithaut- 
transplantate konnen Versuche der Kokultlvierung von 
Keratinozyten und Fibroblasten (LifeSKIN®, Culture 
Technology, Inc.), Kollagen-Glykosaminglykan-Gel mit 
autologen Fibroblasten und Keratinozyten oder von Po- 
lyethylen-Oxid/Polybutylen-Terephthalaten mit autolo- 
gen Fibroblasten und Keratinozyten (PolyActive® ) gel- 
ten. Keines dieser Produkte wurde jedoch bis dato re- 
produzierbar realisiert oder ist in absehbarer Zeit hier- 
zulande fur eine groBflachige Anwendung verfugbar. 
[0012] Die wesentlichen Unterschfede zwischen der 
Ein-Schritt- und Zwei-Schritt-Technik, liegen im Vasku- 
larisierungsgrad des transplantierten Wundgrundes 
bzw. der dermo-epidermalen Verbindung an zwischen 
Neodermis und Neoepidermis. 

[0013] Bei derZwei-Schritt-Technikbestehtzum Zeit- 
punkt der Transplantation keine Verbindung von derma- 
lem und neoepidermalem Ersatzgewebe, das dermale 
Ersatzgewebe auf der Wunde ist jedoch vollstandig va- 
skularisiert. Bei der Ein-Schritt-Technik wird die Verbin- 
dung zwischen dermalem und epiderrnalem Ersatzge- 
webe bereits in vitro vor der Transplantation erzeugt, 
wohingegen der dermale Ersatz zum Zeitpunkt der 
Transplantation avaskular ist. 

[0014] Resumierend muB daher festgestellt werden, 
daB kein bisheriges Hautersatzmaterial humanen Ur- 
sprungs ein kornplettes hautahnliches und dauerhaftes 
Integument liefert, wie es eigentlich gewunscht ist. Das 
Fehlen der GefaBversorgung macht die Transplantate 
anfalltg gegen Infektionen. Die mangelnde Stoffversor- 
gung der Zellen kann zu verlangsamter Einheilung bis 
hin zum Transplantatverlust fiihren. 
[001 5] Die Verwendung von Kornpositen in der KJinik 
ist derzeit noch als hoch experimentell einzustufen. Um 
den histologischen und physiologischen Gegebenhel- 
ten weitestgehend zu entsprechen, erfordem anhef- 
tungsabhangige Zeflen zur Herstellung eines transplan- 
tierbaren Hautaquivalentes die Kombination mit einer 



biologischen oder biokompatiblen Matrix. 
[0016] Die hierbei verwendeten biokompatiblen und/ 
oder biodegradierbaren Materialmen werden vom Korper 
angenommen, im Laufe der Zeit abgebaut und durch 

5 korpereigenes Material ersetzt. Aktuelle Entwlcklungen 
stellen eine Vielzahl von biokompatiblen, dreidimensio- 
nalen Kurturmatrizes zur Verfugung, deren Funktionali- 
tat teilweise bereits im experimenteilen MaBstab ge- 
zeigt werden konnte (BOYCE: Epidermal / dermal co- 

10 cultures - current status, American Burn Association, 
Twenty-nineth Annual Meeting Postgraduate Course; 
New York City; Proc Amer Bum Assoc. (1997)). 
[001 7] Die Vertraglichkert einiger Matrizes , fur die teil- 
weise Zulassungen als Medizinprodukte vorliegen, 

*5 konnte mit kuitivierten Zellen im experimenteilen 
MaBstab gezeigt werden. 

1) Polylactide; z.B. Ethisorb® Ethicon, V7-2 iTV® 
Denkendorf 
20 2) Polyesterurethan; z.B. DegrapoK§> 

3) Hyaluronsaureester; z.B. HYAFF®, Smith & Ne- 
phew, Lasers kin® Fidia 

4) Mikrospharen-Techniken Kollagen/Dextran-Mi- 
krosparen, z.B. Roche 

25 5) Kollagenderivate bzw. Kollagen-Glykosamino- 
glykane Mischpolymere (Integra LifeScience) 

6) Fibrin (Beriplast®, Aventis; Tissucol®, Baxter) 

7) Konservierte humane Spalthaut (Leichenhaut) 

30 [001 8] Als Nachteile der Matrizes 1 - 4 zeigen sich bei 
ihrer Verwendung als Komposite mit humanen Zellen in 
den meisten Fallen fur die Zellen nachteilige Wirkungen 
durch die beim Abbau der Matrizes entstehenden Me- 
tabolite (z.B. freies Lactat, Hyaluronsaure- oder Polyu- 

35 rethan mono mere). Das entsfcehende Ersatzgewebe 
wird auch afs mechanisch und plastisch-chirurgisch un- 
befriedigend beschrieben. Die Verwendung von Dex- 
tran beinhaltet die Gefahr der Induktion allergischer Re- 
aktionen oder - insbesondere im Falle von Beads -, de- 

4C ren Enzystierung. 

[0019] (5.) Kollagenderivate oder Kollagen-Glykos- 
aminoglykane Mischpolymere werden dagegen ohne 
die Biidung nachteiiiger Produkte abgebaut und sind sp- 
wohl mechanisch als auch plastisch-chirurgisch von 

45 deutlich hoherer Qualitat. Die positiven Eigenschaften 
dieser Matrizes sind vielfach publiziert. Die bei der Ver- 
wendung von Kollagenderivaten und auch bei Leichen- 
haut verwendeten Schichtdicken mussen jedoch kri- 
tisch diskutiert werden. Dicke Schichten konnen der fur 

50 eine schnelle Wundhellung dringend erforderlichen, 
schnellen Vaskularisierung und Rezellulierung hinder- 
lich sein. Insbesondere bei Kombination dieser Materia- 
lien mit epithelialen Zellen kann die Schichtdicke poten- 
tiell der limitierende Faktor sein, da sich das Eplthel na- 

55 turgemaB auf der dem Nahrstoffstrom abgewandten 
Seite befindet. 

[0020] (6.) Fibrin stellt eine neue Moglichkeit einer 
biokompatiblen Matrix dar. Fibrin ist als chirurgischer 
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Zwei-Komponenten-Wundkleber (Zulassung als Arz- 
neimittel) kommerziell erhaltlich. Es wird aus getesteten 
humanen Plasmapools gewonnen. Fibrin kann in belie- 
big dunnen Schichten ausgebracht werden, ist aller- 
dings fur ein Handling als Schlcht zu.fragil. Fibrin kann 
als Unterlage fur die Kultur von Zellen verwendet wer- 
den und hat keine negatrven Effekte auf die vitalen und 
proliferativen Eigenschaften von Zellkuituren (PELLE- 
GRINI et a!.: The control of epidermal stem cells (ho- 
loclones) in the treatment of massive fufl-thickness 
burns with autologous keratinocytes cultured on fibrin. 
Transplantation, 6, 863-879, (1998)). 
[0021] Als Tragermatrix fur suspendlerte Epithelzel- 
len wird Fibrin bereits eingesetzt. Die Methode verwen- 
det enzymatisch vereinzelte Epithelzellen aus der Zeli- 
kultur, die zunachst in einer der Kleberkomponenten 
suspendiert werden. Wahrend des Polymerisierungs- 
prozesses werden sie vollstandig in den Kieber einge- 
schlossen. 

[0022] (7.) Allogene humane Leichenhaut ist als Be- 
handlungsstandard in der Verbrennungsmedizin eta- 
bliert. Durch stetige Verbesserung der Entnahmetech- 
nik ist es moglich, aus dem Spendermaterial sehrdunne 
Spalthaut zu gewinnen. Das Material, das vorwiegend 
aus extrazellularer Matrix und nur zu einem sehr gerin- 
gen Anteil aus zellularen Anteilen besteht, wird vom 
Korper angenommen und bis zu ihrer AbstoBung inte- 
griert. Bei sachgerechter Praparation bleiben wichtige 
Bestandteile (z.B. Basalmembranen, Hohlraume der 
Vaskularislerung) erhatten. Damit ist dieses Material fur 
eine Kombination mit der Zellkulturtech nik geeignet. Fur 
die Schichtdicke des Materials gelten allerdings die glei- 
chen Elnschr&nkungen wle fur arttfizielle Matrlzes (sle- 
he (5)). 

[0023] Es besteht daher weiterhin ein groBes Bedurf- 
nis nach Hautmatrizes, welche eine stabile, rasch an- 
hellende und vaskularisierende Abdeckung und Rege- 
nerierungverletzterHautpartien ermoglichen. Die Erfin- 
der haben sich daher die Aufgabe gestellt solche Matrl- 
zes und Verfahren zu ihrer Herstellung zu finden. 
[0024] Die Losung cfieser Aufgabe ist durch die Merk- 
maie der unabhangigen Anspruche gegeben und wird 
durch die Merkmale der Unteranspruche gefordert. 

Beschreibung des Verfahrens 

[0025] Die Verwendung von Fibrin in Verbindung mit 
gemeshter und weitlumig expandierter Leichenhaut 
oder artifiziellen biodegradierbaren Hautersatzwerk- 
stoffen vereint die Vorteile stabiler und permanent ver- 
bleibender biologischer Matrizes mit der Moglich keit Fi- 
brin als dunnen biokompatiblen, zellkufturgeeigneten 
und biodegradierbaren Trager fur vitale Zellkuituren zu 
verwenden. 



Etab lie rung autologer und allogener Keratinozyten- 
kulturen 

[0026] Die Zellkuituren werden nach dem standardi- 
5 sierten Protokoll von Rheinwald und Green zunSchst 
aus einer Hautbiopsie isoliert und in einer Primarkultur 
auf Feederlayern etabtlert und vermehrt. 
Dazu werden aus jeweils einem Quadratzentimeter 
Hautca. 1 ,5-3x1 0 6 Keratinozyten isoliert und fur die Pri- 
10 markuftur in einer Dichte von 1 - 7x1 0 s auf einem Fee- 
derlayer proliferationsinhibierter Fibroblasten ausgesat. 
Aus der gleichen Biopsie konnen bei waitergehenden 
Fragesteilungen auch die anderen in einer Hautbiopsie 
prasenten Zelltypen (z.B. Fibroblasten, Endothelzellen, 
15 Melanozyten) durch fraktionierte Isolation gewonnen 
und in Zellkultur etabfiert werden. 
Die Techniken ermoglichen die Etablierung sowohl au- 
tologer als auch allogener Kulturen. 

20 Matrixpraparation 

[0027] 



25 



30 



35 



40 



45 



1 . Humane Leichenhaut (nativ oderglyzerinkonser- 
viert oder kryokonserviert oder dezelluiiert, mit und 
ohne Restvitalitat) oder artifizielle Matrixmaterialien 
werden wie zu einer Transplantation vorbereitet 
(Rehydratation, auswaschen in physiologischen 
Medien), dann aber mit einem zur Expansion von 
Spalthaut klinisch verwendeten Meshgerat (z.B. 
Zimmer, Brennen, Aeskulap) netzartig eingeschn it- 
ten (gemesht) und im Verh&ltnis 1 :1 ,5 - 1 :8 auf die 
gewunschte MaschengroBe expandiert in eine Zell- 
kutturschale ausgebracht. AJternativ kann zur Ge- 
webeexpansion die MEEK-Technik (Brandt: Chirur- 
grsche Strategien bei der Behandlung Brandver- 
letzter, Chirurg 66 (1995) 243-250) verwendet wer- 
den. 

2. Mit den gleichen Techniken konnen artifizielle 
Hautersatzmaterialien (Integra®, Capronolacton- 
netze, Polyglactinnetze (Vicryl®), Kollagen- 
schwamme) fur eine gleichartige Verwendung vor- 
bereitet werden. 

Praparation des Fibrintragerfilms 



[0028] Die Komponenten des Fibrinklebers werden 
nach Vorschrift des Herstellers verwendet oder in Ab- 

50 anderung des Herstellungsvorschriften mit geeigneten 
Salzlosungen (z.B. NaCl 1,1% mit CaCI 2 1mM) ver- 
dunnt. Die Fibrinogenkomponente ist fur den hier be- 
schriebenen Zweck unverdunnt oder bis zu einem Ver- 
dunnungsverhaltnis von 1 :10 verwendbar, 

55 [0029] Die Thrombin komponente wird bei der Her- 
stellung einer zellfreien Unterlage unverdunnt (500 - 
1 500 IE) verwendet oder bei einer gewunschten Verzo- 
gerung der Polymerisierung und/oder bei der Integrati- 
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on von Zellen in einem Bereich von 1 1E bis 500IE mit 
geeigneten Salzlosungen (z.B. NaCI 1,1% mit CaCI 2 
1 mM) verdunnt. 

[0030] Die Mischung der Komponenten erfolgt unmit- 
telbar vor dem Ausbringen in die Interstltien des vorbe- 
reiteten Matrixmaterials. Die Ausbringung erfolgt durch 
GieBen (casting) oder durch Spriihen mit einem geeig- 
neten Druckzerstauber(z.B.Tissomat, Fa. Baxter). Das 
Kompositwird dann als Unteriagefurdie Keratin ozyten- 
zellkulturen verwendet. 

[0031] Weiterhin ist es moglich weitere aus dem Pa- 
tie ntenmate rial isolierte und vermehrte Zellen (z.B. au- 
tologe Fibroblasten und/oder Endothelzellen und/oder 
Melanozyten) in das Fibrin zu integrieren. Dazu werden 
die Zeflen nach ihrer Isolation aus dem Spendergewebe 
in Kultur etabliert und vennehrt, urn aus dem Gesamti- 
solat adhasionsfahige und teilungsaktive Zeflen zu se- 
lektierten . Zellen mit geringer Auspragung dieser Eigen- 
schaften werden durch die Kulturbedingung ausgeson- 
dert. Erst nach diesem Schrltt werden die Zellen mit der 
Matrix kombiniert. Dies geschieht durch das Suspendie- 
ren der Zellen in derThrombinkomponentedes Klebers. 
Die gewunschten Zelltypen konnen gleichzeitig einpo- 
lymerisiert oder bei der Verwendung der Spruhtechnik 
in verschiedenen Lagen ausgebracht werden. Dieses 
Vorgehen erlaubt es die Zellen nach ihrer spezifischen 
Herkunft anzuordnen oder in ihrer physiologischen Ori- 
entlerung auf die Matrix aufzubringen. 

Vorteile der neuartigen Matrix sind die 



wachstumsfdrdernderSubstanzen in dietransplan- 
tierbare Matrix. 



5 PatentansprOche 

1 . Hautmatrix zur Abdeckung und Regenerierung ver- 
letzter Hautpartien enthaltend 

10 a) ein Netz aus gemeshter oder nach der 

MEEK-Technik aufgearbeiteter und weitlumlg 
expandierter autologer oder aifogener huma- 
ner Haut, in native r, avitalisierter, dezellulierter 
oder anderweitig bearbeiteter Form oder nach 

15 der ME EK-Technik aufgearbeiteter und weitlu- 

mig expandierter artifizieller Hautersatzmate- 
rialien. 

b) wobei in den Zwischenraumen des Netzes 
20 eine Fibrlnschicht angeordnet ist, die 

c) auf Ihrer Oberseite Keratinozytenzellen und/ 
oder in ihrer Masse Fibroblasten und/oder En- 
dothelzellen und/oder Melanoyztenzellen und/ 

25 oder Wachstumsstimulantien enthalt. 

2. Hautmatrix, gemaB Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Zellen adhasionsfahige, tei- 
lungsaktive Zellen sind, die aus Zellkulturen von 

30 Hautzeilen des Patienten stammen. 



[0032] 



ausschlie&liche Verwendung physio logischer Aus- 
gangsmaterialien ss 
vollstandige Integration (Zellen, Dermis, artifizielJe 
Matrixmateriafien) oder vollstandiger Abbau (Fi- 
brin) der Kompositbestandteile 
ein stabiles Dermis- oder Dermisersatzmesh wird 
kombiniert mit einem sehr dunnen Zelltrager (Fi- 
brin) der eine schnelle Anbindung der Eprthelzellen 
an den Nahrstoffstrom gewahrieistet. 
Das Konzept bietet durch die Kombination ver- 
schiedener Zellen die Moglichkeit eine deutliche 
Verbesserung der Heilung groBffachiger Wunden *s 
zu erreichen 

Durch die Verwendung azellularer Dermlsersatz- 
materialien werden unerwiinschte Immunreaktio- 
nen auf verbliebene allogene Zellbestandteile ver- 
mieden so 
Verwendete Zellen konnen in physiologisch richti- 
ger Weise auf (Keratinozyten, Melanozyten) oder in 
(Fibroblasten, Endothelzellen) eine Matrix gebracht 
werden 

Der Aufbau der Matrix erlaubt es die gewunschten 55 
Zelltypen gleichzeitig oder nacheinander, sowie se- 
quentiell geschichtet auszubringen. 
Die Fibrinmatrix ermoglicht die Integration zell- 



3. Hautmatrix gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB verschiedene Zelltypen in 
uberelnandergeschichteten Lagen der Fibrin - 
schicht enthalten sind. 

4. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1-3, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Netz a) aus Kon- 
servierter humaner Spaithaut in dezellulierter Form 
besteht. 

5. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1 -3, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Netz a) aus arti- 
fiziellen Hautersatzmaterialien besteht 

6. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1 -5, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Fibrinschicht aus 
bekannten Fibrinkiebem mittels Koagulationsmit- 
teln Thrombin, Faktor XIII und Aprotinin hergestellt 
wird. 

7. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1-6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Matrix eine Dicke 
von 0,05 - 0,5 mm aufweist. 

8. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1-7, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Netz a), eine Zwt- 
schenraumflache von 20 - 90%, vorzugswefse 
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60-80 % der Gesamtflache aufweist. 

9. Verfahren zur Herstellung von Hautmatrix gemaG . 
einern der Anspruche 1-8, dadurch gekennzeich- 
net, daS man 5 

a) Hautzellen des Patienten entnimmt und in 
bekannter Art und Weise auf geetgneten Kul- 
turmedien vermehrt und nach Zelltypen selek- 
tiert, 10 

b) Matrix material aus autologer oder aliogener 
humaner Haut, in nativer, avrtalisierter, dezel- 
lulierter oder anderweitig bearbetteter Form 
oder artifiziellen Haute rsatzmateriafien im Ver- is 
haltnis 1:1,5 - 1:8 mesht oder nach der 
MEEK-Technik weitlumig expandiert. wodurch 

ein Netz gebildet wird, 

c) Fibrinkleber in wassriger Losung mit den Ko- 2° 
agulationsmitteln mischt, Zellkulturmaterial 
und ggf.wachstumsstimullerende Substanzen 
zufugt und in die Zwischenraume des Netzes 
nach b) in einer oder men reren Lagen einbringt 
und verfestigt, 25 

10. Verfahren gemaS Anspruch 9, entsprechend da- 
durch gekennzeichnet, daB mehrere Lagen Fi- 
brinkleber mit unterschiedlichen Zelltypen einge- 
bracht werden. 30 

1 1 . Verfahren gemaB Anspruch 9 oder 1 0, dadurch ge- 
kennzeichnet, da3 auf die Oberselte der Matrix 
Keratinozytenzellen aufgebracht und kultiviert wer- 
den. 35 

12. Verwendung einer Hautmatrix gemaB einem der 
Anspruche 1 -8, zur Abdeckung und Regenerierung 
verletzter Hautpartien. 

40 



45 



50 



55 
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